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5 La presente invention est relative au transfert actif d'haptenes, de 

proteines, de peptides, d'acides nucleiques et autres molecules dans les 
cellules. La presente invention concerne plus particulierement de nouveaux 
polypeptides capables de penetrer efficacement dans les cellules, notamment 
eucaryotes, et d'y vehiculer une substance d'interet. Cette invention revet une 

10 importance majeure puisqu'elle peut etre appliquee a divers domaines, 
notamment celui de la therapie genique et des vaccins. 

La therapie genique demeure conditionnee par un nombre considerable 
de parametres, parmi lesquels le developpement de vecteurs capables de 
transferer dans le cytoplasme des cellules de Torganisme de I'hote considere 

15 des principes actifs doues de proprietes specifiques predetermines, en 
Tabsence d'alterations genetiques associees a I'utilisation de ces vecteurs, et 
sans degradation de I'activite biologique des principes actifs transferes. On sait 
qu'a ce jour, en depit des efforts realises pour le developpement de vecteurs 
d'origine virale ou non-virale, toutes ces conditions n'ont pas ete remplies de 

20 maniere satisfaisante. 

Par ailleurs, la possibility de vehiculer efficacement des substances a 
I'interieur des cellules est egalement importante pour toutes les applications des 
biotechnologies. Ainsi, le transfert de substances dans les cellules in vitro ou ex 
vivo peut etre utilise soit pour la production de proteines ou de peptides, soit 

25 pour la regulation de I'expression de genes ou encore soit pour ("analyse des 
proprietes d'une substance donnee sur ladite cellule. In vivo, le transfert d'une 
substance dans une cellule peut en outre servir a la creation de modeles pour 
I'etude de pathologies chez les animaux ou egalement pour etudier I'effet de 
composes donnes sur un organisme. 
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La presente invention a done pour but de mettre a disposition un nouveau 
type de vecteurs a la fois efficaces et d'une plus grande innocuite que les 
vecteurs viraux dont I'utilisation est envisagee a ce jour. 

Dans la demande de brevet n° FR N° 9508316, le demandeur a decrit 
5 ('utilisation d'anticorps ou de leurs fragments F(ab')2 et Fab' capables de 
penetrer a I'interieur des cellules vivantes, comme immunovecteurs pour le 
transfer! intracytoplasmique et intranucleaire de substances biologiquement 
actives. Bien que ces vecteurs presentent une efficacite importante, leur 
utilisation pourrait, dans certaines applications, presenter une complexite. 

10 Ainsi, I'emploi d'anticorps ou de fragments F(ab')2 d'anticorps implique la 
production de ces molecules a des titres eleves et avec des qualites 
compatibles avec une utilisation therapeutique. En outre, i'utilisation de 
molecules de la taille et de la complexite des anticorps peut repr6senter un 
autre inconvenient sur le plan de la mise en oeuvre notamment. Le brevet n° 

15 US5,635,383 illustre un autre type de vecteur complexe, a base de polylysine, 
pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

La presente demande est relative a de nouveaux polypeptides 
presentant des proprietes avantageuses pour le transfert de substances dans 
les cellules. Ces polypeptides ont notamment une structure primaire 

20 beaucoup plus simple que des anticorps et une taille reduite. En outre, leur 
preparation est aisee et leurs applications potentielles tres variees. 

Plus particulierement, la presente invention resulte de la decouverte, 
par les inventeurs, qu'il est possible d'identifier a partir d'anticorps entiers, des 
regions iimitees porteuses d'une activite de penetration cellulaire. L'invention 

25 decoule en outre de la decouverte qu'il est possible d'isoler a partir 
d'anticorps entiers en particulier a partir d'une seule chaine de ces anticorps, 
des peptides ou polypeptides doues d'activite de penetration cellulaire. La 
presente invention constitue la premiere demonstration qu'un fragment d'une 
seule chaine d'un anticorps peut effectivement penetrer dans les cellules. La 

30 presente invention constitue egalement la premiere demonstration qu'un tel 
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fragment est en plus capable, de maniere avantageuse, de vehiculer dans 
ladite cellule une substance d'interet. 

La presente invention fournit done de nouvelles molecules 
particulierement adaptees au transfert dans les cellules eucaryotes, 
5 particulierement des cellules de mammiferes, de substances biologiquement 
actives. 

Un premier objet de I'invention reside done plus particulierement dans 
un polypeptide caracterise en ce que : 

- il est constitue d'un motif peptidique unique ou repete, 

io - il comprend une sequence d'amino-acide constitute d'un ou plusieurs 

fragment(s) different(s) d'anticorps, et, 

- il est capable de penetrer dans les cellules. 

Les polypeptides selon I'invention comprennent done un ou plusieurs 
fragment(s) d'un anticorps. Les anticorps, molecules de la superfamille des 

is immunoglobulines, sont constitues sous leur forme la plus simple de quatre 
chaines associees entre-elles (IgG par exemple) : deux chaines lourdes, dites 
"Heavy" ou "H", et deux chaines legeres, designees "Light" ou "L" (Figure 1). 
Ces quatre chaines sont done associees ensemble, post-synthese, pour 
former une molecule d'un poids moleculaire de 150.000 Kd environ. La 

20 specificite antigenique des anticorps est assuree par des domaines variables 
impliquant plusieurs regions d'une chaine lourde et plusieurs regions d'une 
chaine legere (Figure 1 ). 

Les polypeptides peuvent aussi etre constitues de sequences 
provenant des autres representants des immunoglobulines telles que les IgM. 

25 Chaque chaine lourde des anticorps est composee de 450 acides 

amines environ, et comprend differents domaines, designes domaine constant 
(C), domaine variable (V) et domaines de jonction (D et J). A I'interieur des 
domaines variables se trouvent des motifs particuliers, designes CDR 
("Complementarity Determining Region) qui peuvent §tre aisement localises 

30 par alignement de sequences (C. Janeway et P. Travers, 1996, 
Immunobiology, Academic Press, "The Structure of A Typical Antibody 
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Molecule"). On peut aussi se rSferer pour I'analyse des sequences des 
regions variables a Particle de T.T. Wu et E. Kabat (J. Exp. Med., 1970, Vol. 
132, p. 211-250). 

La presente demande resulte de la mise en evidence qu'il est possible 
5 d'obtenir, a partir de la structure des anticorps, des regions limitees en taille et 
de structure simple, possedant des proprietes tout a fait avantageuses. Ainsi, 
partant d'une molecule complexe (quatre chaines associees) et de taille 
importante (150.000 Kd), le demandeur a reussi a construire des polypeptides 
a chaine unique, ayant la capacite de penetrer dans les cellules et d'y 

10 vehiculer des substances d'interet. Les proprietes des polypeptides de 
Tinvention sont d'autant plus remarquables que leurs sequences correspond a 
celles d'un ou plusieurs fragments d'une seule des chaines d'un anticorps et 
qu'ils n'ont done pas besoin, pour etre actifs, de regions provenant d'une 
chaine lourde et d'une chaine legere. Les polypeptides selon Tinvention 

15 obtenus par synthese chimique ont les memes proprietes. 

Le terme polypeptide designe au sens de Tinvention une molecule 
comprenant un enchainement d'acides amines, ayant une taille comprise 
entre 3 et 100 acides amines, par exemple inferieure a 60 acides amines. 
Encore plus preferentiellement, il s'agit d'un molecule comprenant un 

20 enchainement de 3 a 60 acides amines, avantageusement de 3 a 30. Des 
polypeptides particulierement preferes comportent avantageusement plus de 
10 acides amines environ. Le polypeptide selon Tinvention peut en outre 
comporter certaines modifications structurales, de nature chimique ou 
enzymatique par exemple. Ainsi, le polypeptide selon Tinvention peut 

25 comporter cerains groupes fonctionels pouvant, par reaction chimique ou 
enzymatique, realiser un couplage avec une autre substance. Les 
polypeptides de Tinvention peuvent en outre etre modifies chimiquement afin 
de les rendre plus r§sistants a des proteases ou moins visibles au systeme 
immunitaire. Les polypeptides selon Tinvention peuvent etre obtenus par toute 

30 methode connue de I'homme du metier, et notamment par synthese chimique, 
par exemple au moyen de synthetiseurs de peptides, ou par fragmentation ou 
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deletion a partir de polypeptides, naturels ou non, de taille superieure. lis 
peuvent en outre etre prepares par les techniques de I'ADN recombinant, par 
expression, dans un hote cellulaire eucaryote ou procaryote, d'un acide 
nucleique correspondant. lis peuvent bien entendu resulter de combinaisons 
5 de ces differentes methodes. 

Le terme "motif peptidique unique" signifie que, contrairement aux 
anticorps ou aux fragments d'anticorps de type Fab ou F(ab')2 par exemple, 
les polypeptides de I'invention ne component qu'une seule chaine d'acides 
amines. Le terme "motif peptidique repete" designe le fait que les 

10 polypeptides de I'invention peuvent comporter differents blocs peptidiques 
assembles entre-eux, eventuellement par voie chimique, pour ne former 
qu'une seule chaine. 

Le terme "penetrer" ou "penetrant" designe ( au sens de I'invention un 
polypeptide capable de passer depuis le milieu exterieur jusque dans le milieu 

15 intracellular, notamment dans le cytoplasme de la cellule. Cette capacite 
peut se determiner de differentes fa?ons, et notamment selon un test de 
penetration cellulaire comportant une premiere incubation du polypeptide 
etudie en presence de cellules en culture, suivie, apres fixation et 
permeabilisation de ces cellules, d'une revelation de la presence dudit 

20 polypeptide a I'interieur de ladite cellule. La revelation peut etre realisee par 
une autre incubation avec des anticorps marques diriges contre ledit 
polypeptide et detection, dans le cytoplasme ou a proximite immediate du 
noyau ou meme au sein de celui-ci, de la reaction immunologique du type 
antigene-anticorps entre le polypeptide et Tanticorps marque. La revelation 

25 peut egalement etre realisee en utilisant un polypeptide de I'invention 
pr6alablement marqu§ et detection de la presence dudit marquage dans ces 
compartiments cellulaires. Un tel test de penetration cellulaire a ete decrit par 
exemple dans la demande n° FR N° 9508316, publiee sous le n° 2 736 642. 
Comme indique ci-avant, la presente invention resulte de la mise en 

30 evidence de ('existence de regions reduites d'un anticorps douees de 
proprietes de penetration cellulaire et pouvant egalement jouer le role de 
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vehicule pour des substances d'interet Plus particulierement, les inventeurs 
ont recherche dans la structure de certains anticorps dits penetrants tels que 
ceux decrits dans la demande FR N° 95 08316, la presence de regions 
douees de proprietes de penetration cellulaire et qui pourraient etre utilisees 
5 comme vecteur a la place des anticorps entiers. Pour cela, les inventeurs ont, 
dans un premier temps, determine la sequence complete des chaines lourdes 
et legeres de trois anticorps monoclonaux particuliers, designes J20.8, F4.1 et 
F14.6. Ces anticorps sont des anticorps anti-ADN, polyreactifs, qui sont 
produits par les hybridomes deposes a la CNCM sous les numeros 1-1605, I- 

10 1606 et 1-1607 (voir demande de brevet FR N° 9508316). L'alignement de ces 
sequences et leur analyse comparative ont fait apparaitre les elements 
remarquables suivants : 

- L'existence d'une region de tres forte homologie (65-70 %) dans la 
region CDR2 de ces trois anticorps, et, 

15 - La presence, dans ces trois anticorps, de regions CDR3 riches en 

lysine et arginine (acides amines basiques). 

A la vue des ces resultats, et etant donne que la plupart des peptides 
capables de transport et de localisation nucleaire sont riches en lysine et 
arginine, les demandeurs ont ensuite synthetise des series de polypeptides 

20 correspondant a differentes regions de ces anticorps, et notamment aux 
regions CDR2 et CDR3, ainsi que des constructions hybrides dans lesquelles 
certaines de ces regions sont fusionnees entre elles (en particulier un 
polypeptide CDR2-3 portant successivement les regions CDR2 et CDR3). Un 
residu biotine a par ailleurs ete introduit du cote N-terminal de ces 

25 polypeptides, ce qui permet leur detection aisee. 

Ces polypeptides ont ensuite ete testes pour leur capacite a penetrer 
dans les cellules. Les resultats obtenus montrent, de maniere tout a fait 
remarquable, que certains de ces polypeptides possedent la capacite de 
penetrer efficacement dans les cellules. En particulier, les resultats obtenus 

30 montrent que Tensemble des polypeptides qui comprennent tout ou une partie 
de la region CDR3 sont capables de penetrer dans les cellules. 
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Plus preferentiellement, les polypeptides de I'invention sont done 
constitues d'une chaine unique comprenant un fragment de la chaine lourde 
d'un anticorps. Encore plus preferentiellement, ils comprennent un fragment 
de la region variable de la chaine lourde d'un anticorps. 

Selon un mode de realisation plus particulier, I'invention est relative a 
des polypeptides tels que definis ci-avant comprenant tout ou une partie de la 
region CDR3 d'un anticorps. 

Par ailleurs, les resultats obtenus ont egalement montre que des 
polypeptides possedant en outre tout ou une partie de la region CDR2 
possedaient egalement la capacite de penetrer dans les cellules. A cet egard, 
des polypeptides dans lesquels sont combinees tout ou partie de la region 
CDR3 et tout ou partie de la region CDR2 possedent des capacites de 
penetration cellulaire tout a fait remarquables. 

Ainsi, selon un autre mode particulier de realisation, les polypeptides 
de I'invention comprennent tout ou une partie de la region CDR2 d'un 
anticorps. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulierement interessant, les 
polypeptides de ('invention comprennent plus preferentiellement tout ou une 
partie de la region CDR3 et tout ou une partie de la region CDR2. Ce type de 
polypeptide est particulierement avantageux car il est capable de penetrer 
massivement a I'interieur de cellules vivantes. 

L'expression "tout ou une partie" telle qu'utilisee dans la prSsente 
demande designe plus particulierement le fait que les polypeptides de 
I'invention peuvent comporter soit I'ensemble de la region CDR concernee 
d'un anticorps, soit une partie seulement de celle-ci, etant entendu que le 
polypeptide conserve la capacite de penetrer dans les cellules (homologue 
fonctionnel). Une partie de region CDR peut notamment consister en une 
region CDR depourve de un ou plusieurs acides amines terminaux, en 
particulier de un, deux ou trois acides amines terminaux. II peut egalement 
s'agir d'une region CDR dans laquelle un ou plusieurs rSsidus internes ont ete 
deletes ou substitues par d'autres acides amines, de preference des acides 
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amines de meme nature (acides amines basiques par exemple). 
Avantageusement, moins de 30% des residus internes de la region CDR sont 
modifies, de preference moins de 20% et encore plus preferentiellement, 
moins de 1 5%. 

5 Des polypeptides preferes au sens de invention sont done des 

polypeptides comportant tout ou une partie d'une region CDR3 d'un anticorps. 
A titre illustratif, on peut citer par exemple les regions CDR3 de sequence 
SEQ ID N° 1, 2, 3, 8 ou les sequences representees sur la figure 2 et sur la 
figure 3, ou tout homologue fonctionnel. 

io Les fragments d'anticorps peuvent constituer a eux seuls un 

polypeptide de I'invention. lis peuvent egalement etre modifies, notamment 
par addition de residus a une ou plusieurs de leurs extremites. En particulier, 
il peut etre avantageux le cas echeant d'ajouter des acides amines qui vont 
donner au fragment, notamment a la region CDR, une meilleure configuration 

15 spatiale. II peut en outre etre avantageux d'ajouter un ou plusieurs acides 
amines essentiellement basiques, de type lysine et/ou arginine, afin de 
stabiliser le polypeptide et d'augmenter son interaction avec les membranes 
cellulaires. En outre, comme indique ci-avant, les polypeptides de I'invention 
peuvent comporter plusieurs regions d'une chaine d'anticorps, tel que par 

20 exemple une region CDR2 et une region CDR3. Ces regions peuvent en 
particulier etre fusionnees entre elles ou espacees d'acides amines tels que 
decrits ci-avant. 

Des polypeptides particuliers au sens de I'invention sont notamment les 
polypeptides comprenant une region CDR3 d'anticorps ou les polypeptides 

25 comprenant essentiellement une fusion entre la region CDR3 d'un anticorps et 
la region CDR2 d'un anticorps. Des exemples de tels polypeptides sont 
notamment les polypeptides CDR3 et le polypeptide CDR2-3 dont les 
sequences sont donnees dans les exemples. Une region CDR2 
particulierement pr6feree au sens de ('invention est representee par la 

30 sequence suivante (m = 0 ou 1 ), ou toute sequence presentant une homologie 
superieure a 50%, de preference 65% avec celle-ci. 
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(Val) m -(Ala) m -Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr- 
Val-Lys-Gly-(Arg) m -(Phe) m = SEQ ID N° 4 

5 Les experiences realisees avec ces polypeptides, notamment les 

polypeptides comportant la region CDR3, et en particulier ceux comportant la 
region CDR3 et la region CDR2, montrent de fafon claire que : 

1) une incubation d'une heure, de cellules PtK2, HeLa ou 3T3 avec le 
10 milieu de culture complet (10% de serum de veau foetal) contenant le 
polypeptide est suffisante pour que le polypeptide soit transports 
massivement dans le cytoplasme de toutes les cellules et dans le noyau d'une 
grande proportion de ces cellules. 

15 2) quand on incube pendant 2 heures les cellules dans le milieu de 

culture complet contenant des complexes preformes peptide-streptavidine 
couplee 3 la peroxydase (PM > 100.000) ou peptide-streptavidine couplee a la 
phosphatase alcaline (PM > 180.000), on detecte les enzymes 
correspondents au niveau du cytoplasme de toutes les cellules de la culture et 

20 faiblement jusqu'£ intensement dans la majorite des noyaux de ces cellules. 
Aucune coloration intracellular n'est observee quand les cellules sont 
incubees en presence de streptavidine couplee a la peroxydase, streptavidine 
couplee a la phosphatase alcaline ou avec la streptavidine ou les enzymes 
sous leurs formes natives. 

25 Les polypeptides de I'invention notamment de type CDR3 et CDR2-3 

ainsi que leurs complexes peptide-streptavidine-enzyme sont transportes en 
grandes quantites dans une large proportion des cellules peripheriques 
humaines et particulierement dans les lymphocytes T actives. 

D'une maniere generale, les polypeptides selon I'invention peuvent etre 

30 construits selon differentes techniques connues de Thomme du metier (supra), 
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en partant de tout anticorps donne, notamment de tout anticorps monoclonal 
donne. 

Preferentiellement, les polypeptides de I'invention sont obtenus par 
synthese chimique ou sont construits a partir d'un fragment ou plusieurs 
fragments d'un ou plusieurs anticorps penetrant(s), de preference d'un anticorps 
monoclonal penetrant. L'existence d'anticorps capables de penetrer a I'interieur 
des cellules et en particulier de noyaux de lymphocytes humains lorsque ces 
cellules sont incubees in vitro dans un milieu de culture contenant un serum 
provenant de malades atteints de lupus erythemateux dissemine (LED), a ete 
rapportee pour la premiere fois par Alarcon-Segovia et al. en 1978 (Nature, 271). 
Recemment, ce type d'anticorps a ete detecte chez la souris lupique MRL Ipr/lpr, 
mais egalement chez la souris NZB presentant un syndrome de maladie 
hemolytique autoimmune et meme chez la souris normale BALB/c. Certains 
anticorps monoclonaux, prepares a partir de la rate de ces souris, se sont averes 
capables de penetrer in vitro dans le noyau de cellules maintenues en culture 
(Vlahakos et al., J. Am. Soc. Nephrol. 2 (1992) 1345; Eyal Raz et aL, Eur. J. 
Immunol. 23 (1993) 383). De plus, il a ete montre que ces anticorps sont aussi 
capables, lorsqu'ils sont injectes chez la souris, de penetrer dans plusieurs types 
de cellules, pour se retrouver dans leurs noyaux (Okudaira et al., Arthritis and 
Rheumatism, 30 (1987) 669). 

De maniere generate, tout anticorps peut etre selectionne en vue de 
determiner son caractere penetrant. En particulier, cette selection peut etre 
realisee par exemple par un test de penetration cellulaire comportant une 
premiere incubation de I'anticorps etudie en presence de cellules, notamment de 
cellules dans lesquelles il est envisage de vehiculer une substance d'intSret, 
suivie apres fixation et permeabilisation de ces cellules, de la revelation de la 
presence ou non de cet anticorps dans le cytoplasme ou a proximite immediate 
du noyau ou meme au sein de celui-ci dudit anticorps. La revelation peut etre 
realisee par exemple par incubation avec un deuxieme anticorps marque, dirige 
contre I'anticorps teste, suivie de la detection de la reaction immunologique du 
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type antigene-anticorps entre ces deux anticorps. Un tel test a ete decrit en 
detail par exemple dans la demande de brevet n° FR N°9508316. 

Encore plus preferentiellement, le fragment d'anticorps utilise pour la 
construction d'un polypeptide de ('invention est un fragment d'un anticorps 

5 polyreactif, notamment penetrant et polyreactif. Un anticorps polyreactif est un 
anticorps capable de reconnaitre plusieurs antigenes differents. 
Generalement, de tels anticorps ont une affinite particulierement elevee pour 
un type d'antigene particulier et sont capables de reconnaitre, avec une 
affinite moindre, un ou plusieurs autres antigenes. La polyreactivite des 

10 anticorps peut etre mise en evidence par toute methode immunologique 
classique, telle que par exemple la methodologie decrite par Sibille et al. (Eur. 
J. Immunol. 1997, 27:1221-1228). 

De maniere avantageuse, les anticorps polyreactifs utilises dans la 
construction des polypeptides de I'invention sont capables de reagir avec des 

15 acides nucleiques, libres ou complexes avec des proteines. Encore plus 
preferentiellement, il s'agit d'anticorps capables de reagir avec des acides 
nucleiques et reconnaissant entre autres des proteines telles que Tat ou Rev 
du retrovirus VIH, et/ou des marqueurs de surface tels que CD3, CD4, CD8, 
CD19ouCD34. 

20 Pour la construction d'un polypeptide de I'invention, I'anticorps ainsi 

retenu est ensuite utilise comme suit : 

a) si la sequence de la region variable de la chaine lourde ou 
legere de cet anticorps n'est pas accessible, celle-ci est dans un premier 
temps d&erminee. Pour cela, les techniques classiques de sequenpage 

25 peuvent etre mises en oeuvre, comme illustre dans les exemples. 

b) les regions CDRs sont localisees par alignement de la 
sequence avec d'autres sequences de chaines d'anticorps, 

c) des fragments de cette sequence sont prepares, ou, des 
polypeptides correspondants a des regions de cette sequence sont 

30 synthetises. Pour cela, toute technique classique connue de I'homme du 
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metier peut etre utilisee (sequenceurs de peptides, utilisation d'enzyme de 
restriction, de ligases, etc). 

d) le fragment ainsi obtenu est eventuellement modifie par 
addition, deletion ou substitution d'acides amines, 

e) la capacite du polypeptide ainsi obtenu de penetrer dans les 
cellules est ensuite testee dans les conditions decrites plus haut. 

Eventuellement, les etapes c), d) et e) ou d) et e) sont repetees de 
maniere a ameliorer I'efficacite de penetration ou les proprietes generates des 
polypeptides de Tinvention. 

Dans une etape supplemental ulterieure f), le polypeptide ainsi 
obtenu, ayant la capacite de penetrer dans les cellules, est ensuite utilise 
dans une reaction de couplage avec une substance donnee pour generer un 
vecteur tel que defini ci-apres. 

Preferentiellement, dans I'etape c), les fragments prepares comportent 
tout ou une partie de la region CDR3 d'un anticorps. 

Dans I'etape d), les modifications peuvent consister par exemple a 
introduire certains acides amines supplementaires, soit simplement pour des 
raisons techniques (facilite de synthese, couplage entre differentes regions, 
etc) soit pour des raisons structurales ou physicochimiques. S'agissant 
d'acides amines de "remplissage", on utilise avantageusement des acides 
amines relativement neutres sur le plan structural et physicochimique. 
S'agissant de raisons structurales, comme indique ci-avant, Taddition de 
residus peut ameliorer la conformation du polypeptide et ainsi, potentialiser 
son activite. Par ailleurs, il peut egalement etre souhaitable d f augmenter le 
caractere basique des polypeptides. 

A cet egard, pour ameliorer les proprietes de compaction des 
polypeptides de 1'invention, notamment vis-a-vis des acides nucleiques, tout 
en laissant libre le site actif de I'anticorps, des polypeptides ont ete construits 
comprenant un fragment d'anticorps et des residus lysine. Plus 
particulierement, des polypeptides ont ete construits comportant un fragment 
d'anticorps portant tout ou partie d'un CDR3, et une polylysine. 
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Avantageusement, le nombre de r^sidus lysine est inferieur a 30, encore plus 
preferentiellement, inferieur a 20. 

Les resultats presentes dans les exemples confirment les proprietes de 
penetration de ces polypeptides, et leur capacite a vehiculer efficacement des 
5 substances d'interet, notamment des acides nucleiques. 

Quels que soient les ajouts effectues, le polypeptide selon I'invention 
tel que prepare par exemple selon la strategie decrite ci-dessus comporte 
preferentiellement au plus 100 acides amines. Encore plus preferentiellement, 
il comprend de 3 a 60 acides amines et, de preference, de 3 a 30 acides 
10 amines. 

Un autre objet de I'invention concerne I'utilisation d'un polypeptide tel 
que defini ci-dessus pour le transfert de substances dans les cellules, in vitro, 
ex vivo ou in vivo. 

Un autre objet de I'invention concerne un vecteur pour le transfert d'une 

15 substance dans une cellule caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide 
tel que defini ci-avant auquel est couplee ladite substance. 

La substance couplee peut etre tout produit d'interet, notamment 
pharmaceutique ou agro-alimentaire. II peut s'agir en particulier d'un acide 
nucleique, tel que par exemple un acide ribonucleique ou un acide 

20 desoxyribonucleique. Cet acide nucleique peut en outre etre d'origine 
diverses, et notamment humaine, virale, animale, eucaryote ou procaryote, de 
plante, synthetique, etc. Cet acide nucleique peut par ailleurs avoir une taille 
variable, allant du simple oligonucleotide au genome ou fragment de genome. 
II peut s'agir notamment d'un genome viral ou d'un plasmide. La substance 

25 peut egalement etre une proteine, telle que par exemple une enzyme, 
hormone, cytokine, apolipoproteine, facteur de croissance, etc. Un type 
particulier de substance est represents par les antigenes. Comme indique ci- 
apres, les polypeptides de ('invention permettent en effet, de maniere 
avantageuse, de jouer le role d'adjuvant et de stimuler la reponse immunitaire 

30 dirigee contre un antigene. 
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De maniere plus generate, la substance peut etre tout principe actif de 
medicament, qu'il s'agisse d'un produit chimique, biochimique ou synthetique. 

Pour permettre son transfert dans une cellule, ladite substance est 
done couplee a un polypeptide de I'invention. 

Le terme "couple' 1 signifie au sens de invention tout type d'interaction 
permettant une association physique entre la substance et le polypeptide. II 
est preferable cependant que Interaction soit suffisamment stable pour que le 
vecteur ne se dissocie pas avant la penetration cellulaire. Pour cette raison, 
un couplage prefere au sens de invention est un couplage covalent. 

Le couplage covalent peut etre realise par differentes techniques 
connues de I'homme du metier. En particulier, il peut s'effectuer par des 
liaisons de type maleimide, succinimide, peptidique, disulfide et thioether. On 
peut se referer a i'ouvrage "Bioconjugate Techniques de Greg. T. 
HERMANSON (Academic Press, 1996]. 

Une methode particuliere consiste par exemple a ajouter, a une 
extremite d'un polypeptide de I' invention, un residu cysteine qui peut etre 
aisement utilise pour des liaisons disufure, amine ou acide. Une autre 
approche consiste a coupler chimiquement un groupement biotinyl, qui permet 
de coupler ensuite toute substance liee a la streptavidine. Le couplage peut 
encore etre effectue par I'intermediaire de la p-benzoqutnone (FR N° 7537392 
et brevet americain N° 4 925 921 par exemple), 

De maniere generate, tout procede de couplage chimique, biochimique, 
enzymatique ou genetique connu dans la litterature peut etre employe. 

Par ailleurs, un vecteur selon ['invention peut comporter un polypeptide 
tel que decrit ci-dessus auquel sont couplees plusieurs substances, 
identiques ou differentes. 

Les exemples presentes ci-apres etablissent de fa?on claire que les 
polypeptides de invention possedent la capacite non seulement de penetrer 
dans les cellules, mais egalement d'y vehiculer des substances d'interSt. Les 
exemples montrent notamment le transport de proteines, de type enzyme. II 
est entendu que les enzymes peuvent etre substitutes par toute autre 
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molecule d'interet telle que acides nucleiques, peptides, substances 
medicamenteuses, dans les memes conditions. 

D'autre part, le fait que ces polypeptides permettent le transport massif 
des proteines a I'interieur des cellules, a par ailleurs incite le demandeur a 
examiner la possibility de les utiliser comme agent de transport intracellular 
d'antigenes, leur conferant un effet adjuvant et conduisant a augmenter la 
reponse immunitaire contre ces antigenes. Ainsi, des souris ont re?u plusieurs 
injections avec le conjugue streptavidine-peroxydase seul ou complexe avec 
un polypeptide de ('invention. Les resultats obtenus montrent que I'emploi d'un 
polypeptide de I'invention permet d'augmenter, en moyenne de 4 a 8 fois le 
titre des anticorps anti-streptavidine et anti-peroxydase. 

Un autre objet de Tinvention reside par ailleurs dans une cellule, 
notamment eucaryote, contenant un polypeptide ou un vecteur tel que defini 
ci-avant. Cette cellule est avantageusement une cellule mammifere, 
notamment une cellule animale ou humaine. II peut s'agir en particulier d'une 
cellule du systeme hematopoietique, telle qu'une cellule progeniteur ou cellule 
souche ou une cellule lymphocytaire (T, B). II peut aussi s'agir de cellules 
presentatrices de I'antigene telles que par exemple les macrophages ou les 
cellules dendritiques. 

A cet egard, ('invention est egalement relative a un procede pour 
transferer une substance dans une cellule in vitro, ex vivo ou in vivo 
comprenant : 

- le couplage entre ladite substance et un polypeptide tel que defini ci- 
avant, et, 

- la mise en contact de la cellule avec le produit dudit couplage. 

Pour une utilisation in vitro ou ex vivo, la mise en contact peut etre 
realisee par simple incubation des cellules avec le produit du couplage 
(vecteur). Pour une utilisation in vivo, la mise en contact est generalement 
realisee par administration du produit du couplage (vecteur) dans I'organisme 
considere. 
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Dans ce but, invention est aussi relative a une composition 
pharmaceutique comprenant, en association avec un vehicule 
physiologiquement acceptable, un vecteur tel que defini ci-avant dans lequel 
la substance est un principe actif de medicament. 
5 [.'invention concerne encore un vaccin comprenant, en association 

avec un vehicule physiologiquement acceptable, un vecteur tel que defini ci- 
avant dans lequel la substance est un antigene. 

La presente invention sera decrite plus en detail a I'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

10 

Legende des Figures 

Figure 1 : Representation de la structure d'un anticorps. 
Figure 2 : Sequence peptidique des regions variables de la chaine 
15 lourde d'anticorps monoclonaux penetrants. Les regions CDR sont 
representees. Les "- M represented des acides amines identiques. 

Figure 3 : Sequence des regions CDR2 et CDR3 des domaines VH 
d'anticorps anti-ADN penetrants dans les cellules. 

Figure 4 : Mise en evidence, par ELISA, de I'effet adjuvant in vivo des 
20 polypeptides de I'invention. 

Figure 5 : Activite de transfection d'ADN du peptide CDR2-3-PL18 

Materiel et methode . 

25 Souris et lignee cellulaires : 

Des souris BALB/c (NZB x NZW) F1 ont ete maintenues dans 
I'animalerie de I'lnstitut Pasteur. Les cellules suivantes d'espfeces differentes 
et de tissus differents sont utilisees : cellules PtK2 (Fibroblastes de rein), 
30 cellules GMA-32 (poumon de hamster), cellules 3T3 (Fibroblastes d'embryon 
de souris), cellules HeLa (Carcinome Cervix humain), cellules VERO (rein de 
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singe), cellules HEp-2 (Carcinome de larynx humain), cellules JURKAT et 
cellules CEM (lymphoblastes T humain) toutes disponibles a la Collection 
ATCC. Ces differents types cellulaires ont ete cultives en milieu RPMI (a 
1'exception des cellules GMA-32 qui sont cultivees en milieu DMEM) 
5 contenant 10 % de serum de veau foetal inactive et supplements par de la L- 
glutamine, du pyruvate de sodium et des acides amines non-essentiels ainsi 
que des antibiotiques (milieu de culture complet) a 37°C dans une 
atmosphere humidifiee a 5 % de C0 2 . 

10 Anticorps monoclonaux 

La preparation et i'isolement des anticorps monoclonaux J20.8, F4.1 et 
F14.6 ont ete decrit dans la demande de brevet FR N° 9508316. 

15 Ces anticorps ont ete purifies sur colonne de proteine A Sepharose (Ey 

et al. a Immunochemistry 15 (1978) 429). La polyreactivite de ces anticorps 
purifies, vis-a-vis de I'ADN double-brin d'une part et d'autre antigenes d'autre 
part a ete testee par ELISA en utilisant des methodologies decrites dans la 
litterature (Guilbert et al., J. Immunol. 128 (1982) 2779). 

20 

Exemples 

1 . Seouencage des anticorps monoclonaux 

25 La sequence nucleotidique des regions VH et VL des anticorps 

monoclonaux J20.8, F4.1 et F14.6 a ete determinee. Pour cela, TARN total a 
ete extrait des cellules d'hybridomes en utilisant la technique de thiocyanate 
de guanidine (Schwartz et al., Biol. Cell. 73 (1991) 7) puis separe par 
electrophorese sur un gel de formaldehyde/Agarose. Les ARN messagers 

30 ainsi obtenus ont ensuite ete transformes en ADN complementaires en 
utilisant un kit de transcriptase reverse (Life Technologies, Eragny, France) et 
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utilises comrne amorce dans des reactions d'amplification (PGR) en utilisant 
I'ADN polymerase Taq (Boehringer, Mannheim, FRG) en suivant les 
recommandations du fabricant. Les amorces oligonucleotidiques utilisees pour 
generer les ADN complementaires sont : 

5 

• d'une part une amorce correspondant aux sequences conservees 
des immunoglobulines lgG2a : 

5'-GTTCTGACTAGTGGGCACTCTGGGCT (SEQ ID n° 11) 

10 • et d'autre part, quatre amorces pour la region VH : 

S'-GAGGTTCAGCTCGAGCAGTCTGGGGC (SEQ ID n° 12) 
S'-GAGGTGAAGCTCGAGGAATCTGGAGG (SEQ ID n° 13) 
5-GAAGTGCAGCTCGAGGAGTCTGGGG (SEQ ID n° 14) 
5 - GAGGTTCAGCTCGAGCAGTCTGGAGC (SEQ ID n° 15) 

15 

Les produits d'amplification par PCR ont ensuite ete purifies en utilisant 
le kit Geneclean (Bio 101, Vista, CA). Le sequen9age chimique a ete realise 
par Genome express (Grenoble, France). Les sequences nucleotidiques ont 
ete analysees en utilisant les banques de donnees GENBANK et EMBL 
20 conservees a L'lnstitut Pasteur (Unite d'lnformatique Scientifique) en utilisant 
le logiciel d'analyse des sequences (GCG) (Devereux J., The GCG Sequence 
Analysis Software Package, 1989), et les sequences d'acides amines 
correspondantes ont ete deduites. 

25 La sequence des regions VH de ces anticorps est representee sur la 

Figure 2. L'alignement de ces sequences permet de localiser les regions CDR 
presentes dans ces sequences (CDR1, CDR2 et CDR3). Get alignement 
permet en outre de mettre en evidence I'existence d'une homologie structural 
importante entre les regions CDR2 et de caracteristiques structurales 

30 communes entre les regions CDR3, notamment la presence de residus 
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basiques (arginine et lysine). Les sequences de regions CDR2 et CDR3 
d'autres anticorps sont presentees sur la figure 3. 

2. Construction de polypeptides penetrants 

5 

A partir des sequences presentees sur la figure 1, differents 
polypeptides comportant tout ou une partie de la region CDR3 et/ou de la 
region CDR2 des anticorps ont 6te prepares. La synthese a ete realisee par 
des synthetiseurs de peptides (Cf materiel et methodes). Les polypeptides 
10 suivants sont synthetises, dans lesquels m vaut 1 ou 0 : 

CDR3: 

SEQ ID N° 1 : 

15 (Thr) m -(Arg) m -(Gln) m -Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala-(M-D.Y-W-G-Q-G-T)m 

Une variante de cette sequence est par exemple la sequence 
TRQKYNKRA(MDYWGQGT)m. Une autre variante (homologue fonctionnel) 
est par exemple la sequence Ala-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala-Met-Asp- 
Tyr (SEQ ID n° 8). 

20 

SEQ IDn°2: 

(Thr) m -(Arg) m .(Gln) m -Lys-Tyr-Gly-Lys-Arg-Gly-(M-D-Y.W.G-Q-G-T)m 
Une variante de cette sequence est par exemple la sequence 
TRQKYNKKRG(MDYWGQGT)m. 

25 

SEQ ID n° 3 : 

(Thr) m -(Arg) m -(Gln) m -Ala-Arg-Ala-Thr-Trp-Asp-Trp-(F-A-Y-W-G-Q-G- 

T)m 

Une variante de cette sequence est par exemple la sequence 
30 TRGARATWDW(FAYWGQGT)m. 
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Dans les sequences 1-3 ci-dessus, MDYWGQGT = Met-Asp-Tyr-Trp- 
Gly-Gln-Gly-Thr et FAYWGQGT = Phe-Ala-Tyr-Trp-Gly-Gln-Gly-Thr. En 
outre, la formule (a-b-c)m signifie que un seul, plusieurs ou tous les residus 
mentionnes dans la parenthese sont presents ou non. 

CDR2: 
SEQ ID n° 4 : 

(Val) m -(Ala) m -Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr- 
Val-Lys-Gly-(Arg) m -(Phe) m -(Thr) m (CDR2(1)). Une variante de cette sequence 
est par exemple la sequence VAYISRGGVSTYYSDTVKGRF ou 
VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFT. 

SEQ IDn°5: 

(Val) m -(Ala) m -Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Gly-lle-Phe-Tyr-Tyr-Glu-Asp-Ser- 
He-Lys-Gly-(Arg) m -(Phe) m (CDR2(2)). Une variante de cette sequence est par 
exemple la sequence VAYISRGGIFYYQDSIKGRF. 

SEQ IDn°6: 

(Val) m -(Ala) m -Ala-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Gly-Tyr-Ser-Tyr-Tyr-Leu-Asp-Ser- 
Val-Lys-Gly-(Arg) m -(Phe) m -(Thr) m -(lle) m (CDR2(3)). Une variante de cette 
sequence est par exemple la sequence VAAISRGGGYSYYLDSVKGRFTI 

CDR2-3 : 
SEQ ID n° 7 : 

Val-Ala-Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr-Val- 
Lys-Gly-Arg-Phe-Thr-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala. Une variante de cette 
sequence est par exemple la sequence 

VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFTRQKYNKRAVAY. 
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CDR2-3 fonctionnalise : 

Biotinyl-Val-Ala-Tyr-lle-Ser^ 
Thr-Val-Lys-Gly-Arg-Phe-Thr-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala- 
(correspondant a la sequence SEQ ID n° 7) 

Cys-Val-Ala-Tyr-lle-Ser-Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr- 
Val-Lys-Gly-Arg-Phe-Thr-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala- (SEQ ID n° 9). 

Dans la sequence SEQ ID n° 9, on introduit par la cysteine un 
groupement actif (SH), pour faire le couplage a une autre substance. 

CDR2 fonctionnalise : 

Biotinyl-VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFT (Biotinyl-Val-Ala-Tyr-lle-Ser- 
Arg-Gly-Gly-Val-Ser-Thr-Tyr-Tyr-Ser-Asp-Thr-Val-Lys-Gly-Arg-Phe-Thr), 
correspondant a la sequence SEQ ID n° 4. 

CDR3 fonctionnalise : 

Biotinyl-Ala-Arg-Gln-Lys-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ala-Met-Asp-Tyr 
(correspondant a la sequence SEQ ID n° 8). 

3. Etude de la Penetration des polypeptides dans les cellules 

Des fibroblastes PtK2 en culture, ensemencees la veille a raison de 5 x 
10 4 cellules par puits sur des lamelles de verre, sont incubees a 37°C, 1-18 
heures dans du milieu de culture RPMI 1640 (ou DMEM) complet (10% de 
serum de veau foetal, 2 mM L-glutamine et 1 mM pyruvate de sodium) 
contenant un polypeptide de invention biotinyle (5-20 pg/ml). Les cellules 
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sont ensuite lavees avec du PBS et fixees avec 2% de p-formaldehyde a 4°C 
pendant 1 0 minutes puis lavees avec du PBS. 

Les cellules sont ensuite incubees avec une solution de streptavidine 
5 conjuguee a la peroxydase a 5 pg/ml dans le PBS pendant 30 minutes, puis 
lavees au PBS et incubees dans le substrat cytochimique de la peroxydase 
(diaminobenzidine + H 2 0 2 ). Apres lavage, les cellules sont examinees au 
microscope. 

io Les resultats obtenus montrent que, apres 1 heure de culture, les 

polypeptides comportant tout ou partie d'un CDR3 sont visibles par la 
coloration de la peroxydase dans le cytoplasme de toutes les cellules et dans 
le noyau d'un grand nombre de cellules. Les resultats montrent en outre que 
le polypeptide CDR2-3 penetre massivement et rapidement dans les cellules, 

15 et atteint en majorite le noyau desdites cellules. Ces resultats montrent done 
qu'il est possible, a partir d'une fragment de type CDR3, de generer des 
polypeptides ayant une capacite elevee de penetration cellulaire. 

4. Penetration des vecteurs polypeptide-streptavidine couplee aux 
20 enzymes dans les cellules. 

Cet exemple illustre comment les polypeptides de 1'invention peuvent 
etre couples a une substance active, et utilises pour vehiculer ladite 
substance dans les cellules. 

25 Les vecteurs sont prepares en incubant 1,4 pg de polypeptide CDR2-3 

biotinyle avec 10 pg de streptavidine conjuguee a la peroxydase ou a la 
phosphatase alcaline dans un volume de 10 pi pendant 15 minutes a la 
temperature du laboratoire. Le melange est ensuite dilue dans 0.5 ml de 
culture complet avant d'etre depose sur les cellules en culture. Apres 2 heures 

30 de culture, les cellules sont lavees au PBS, fixees au p-paraforrnaldehyde, 
lavees puis incubee dans le substrat cytochimique de la peroxydase 
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(diaminobenzidine + H 2 C0 2 ) ou celui de la phosphatase alcaline (Naphtol 
AsMx + le sel de tetrazolium Fast Red). 

Les resultats obtenus montrent que Ton detecte les enzymes 
5 correspondents au niveau du cytoplasme de toutes les cellules de la culture et 
faiblement jusqu'a intensement dans la majorite des noyaux de ces cellules. 
En revanche, aucune coloration intracellular n'est observee quand les 
cellules sont incubees en presence de streptavidine couplee a la peroxydase, 
streptavidine couplee a la phosphatase alcaline ou avec la streptavidine ou 
10 les enzymes sous leurs formes natives. 

5. Construction et activite d'un polypeptide comportant des residus 
lysine supplementaires. 

15 Un polypeptide CDR2-3-PL19 (polylysine) a ete synthetise et purifie 

(ALTERGEN). La sequence de ce polypeptide est la suivante : 

(NH2-(K19)-VAYISRGGVSTYYSDTVKGRFTRQKYNKRA-COOH) 
SEQ ID n° 10. 

20 

Les cellules CCL39 (fibroblastes de Hamster) (5 x 10 4 ) cellules) sont 
mises dans des plaques de cultures 24 puits 18 heures avant la transfection 
dans du milieu de culture MEM + 10% SVF (serum de veau foetal). Les 
transfections sont realisees dans du MEM + 10% SVF sans aucun autre agent 

25 auxilliaire (CHLOROQUINE). Le peptide-PL et la polylysine libre PL 
(correspondant a 19 lysines) sont complexes avec le plasmide pCMVLUC 
(respectivement a 24 pg et 70 pg pour 6 pg de plasmide) pendant 30 minutes. 
Puis le complexe est ajoute goutte a goutte sur les CCL39. Apres 5 heures 
d'incubation, le milieu est remplace par du milieu frais. L'expression de la 

30 luciferase est determinee 24 heures apres. Les cellules sont lavees 2 fois 
avec du PBS. Apres le lavage les cellules sont lysees avec 100 pi de tampon 
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de lyse (PROMEGA) pendant 10-15 minutes. Les cellules sont ensuite 
centrifugees 7 minutes a 4°C pour enlever les debris cellulaires. 20 m> de ce 
lysat est melange avec 100 yi\ du tampon luciferase (PROMEGA). Les unites 
relatives de la luciferase (RLU) sont enregistrees sur un LUMAT LB9501 
5 (BERTHOLD). La concentration des proteines est determinee par le Kit 
BIORAD PROTEIN ASSAY-1 et le taux de luciferase dans chaque echantillon 
est normalise par mg de proteine, chaque transfection etant realisee trois fois. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 4. lis montrent que 
10 le peptide-PL transfecte en milieu complet et sans aucun agent auxiliaire avec 
une efficacite de 2 x 10 6 RLU/mg de proteines soit environ 1000 fois plus que 
la polylysine seule et autant qu'un peptide recemment decrit (Wadhwa et al., 
Bioconjugate Chen. 1997, 8:81-88.), mais dont Tactivite est dependante, de la 
presence de lOOpM de chtcroquine. 

15 

La transfection des cellules par le polypeptide CDR-2-3-polylysine 19 
est done particulierement avantageuse puisqu'elle peut etre realisee dans un 
milieu de culture complet et en absence d'agent auxiliaire. Actuellement les 
systemes de transfection utilisant la polylysine necessitent tous I'addition 
20 d'agent auxiliaire, le plus souvent la chloroquine qui est toxique pour les 
cellules. Cette chloroquine pemet d'eviter la degradation dans les lysosomes 
des complexes conjugues-polylysine internalises par la voie classique 
d'endocytose. 

25 La presente invention, au contraire, ne necessite pas I'emploi de tels 

agents auxiliaires. 

6. Utilisation d'un polypeptide comme immunoadiuvant. 

30 Le vecteur est forme en laissant en incubation pendant 15 minutes 14 

pg de polypeptide CDR2-3 biotinyle + 40 |jg de streptavidine conjuguee a la 
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peroxydase (Sigma) puis dilue dans 0.1 ml de PBS avant d'etre injecte a 
chaque souris. L'injection se fait dans les coussinets plantaires. Les souris 
temoins regoivent 40 M9 de streptavidine conjuguee a la peroxydase dans 0,1 
ml de PBS. 

5 

Les souris sont saignees toutes les semaines. Une injection de rappel 
est effectuee dans les memes conditions un mois apres la premiere injection. 
Par un test ELISA, on observe que les souris ayant regu le complexe CDR2-3- 
streptavidine conjuguee a la peroxydase repondent en anticorps IgG anti- 

10 streptavidine et anti-peroxydase, mais tres peu en IgM, avec des valeurs 
nettement plus elevees que celles qui ont re?u la streptavidine conjuguee a la 
peroxydase seule et ceci des le 14eme jour (Figure 4). L'injection de. rappel 
entraine une augmentation du titre en anticorps dans les deux groupes, mais 
les valeurs sont toujours superieures dans le groupe ayant regu le complexe. 

15 Sur la base de ces resultats, il apparait done que dans les conditions testees, 
les polypeptides de ['invention sont capables d'augmenter, d'un facteur 4 a 8 
au moins, le titre des anticorps diriges contre un antigene donne. 

Les memes experiences peuvent etre reproduites en utilisant comme 
20 antigene non plus une proteine, mais un acide nucleique codant pour ledit 
antigene. Par ailleurs, ces experiences peuvent egalement etre repetees dans 
les memes conditions avec un polypeptide comportant des residus basiques 
supplementaires, notamment une polylysine. 

25 L'ensemble de ces resultats demontre clairement que les polypeptides 

de Tinvention, comportant une region d'un anticorps, de preference 
comportant tout ou partie d'un CDR3, sont capables (i) de penetrer 
efficacement dans les cellules (ii) d'y vehiculer des substances, en particulier 
de taille importante, et (iii), de jouer le role d'adjuvant in vivo en stimulant la 

30 reponse immunitaire contre un antigene donne. En outre, les polypeptides de 
('invention semblent meme pouvoir transporter des substances jusqu'au noyau 



26 



2766826 



des cellules, ce qui represente un interet evident lorsque les substances sont 
des acides nucleiques ou des molecules agissant sur les acides nucleiques. 
Par ailleurs, les polypeptides de 1'invention semblent utiliser un mecanisme de 
penetration cellulaire different de la plupart des vecteurs utilises jusqu'a 
present. En particulier, les polypeptides de Tinvention semblent echapper aux 
lysosomes, ce qui constitue un avantage supplemental dans la mesure ou 
un phenomene de degradation important se produit generalement dans ces 
compartiments cellulaires. 
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REVENDICATIONS 

1 . Polypeptide caracterise en ce que : 

- il est constitue d'un motif peptidique unique ou repete, 

5 - il comprend une sequence d'amino-acide constitute d'un ou 

plusieurs fragment(s) different(s) d'anticorps, et, 

- il est capable de penetrer dans les cellules. 

2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
comprend un fragment de la chaine lourde d'un anticorps. 

10 3. Polypeptide selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il 

comprend tout ou une partie de la region CDR3 d'un anticorps. 

4. Polypeptide selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il 
comprend tout ou une partie de la region CDR2 d'un anticorps. 

5. Polypeptide selon la revendication 3 ou 4 caracterise en ce qu'il 
15 comprend tout ou une partie de la region CDR3 et tout ou une partie de la 

region CDR2 d'un anticorps. 

6. Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce qu'il consiste 
essentiellement en une fusion entre la region CDR3 d'un anticorps et la region 
CDR2 d'un anticorps. 

20 7. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications precedentes 

caracterise en ce qu'il comprend au plus 100 acides amines. 

8. Polypeptide selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il 
comprend de 3 a 60 acides amines et, de preference, de 3 a 30 acides 
amines. 

25 9. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications precedentes 

caracterise en ce que le fragment d'anticorps est un fragment d'un anticorps 

capable de penetrer dans les cellules. 

10. Polypeptide selon la revendication 9 caracterise en ce que le 

fragment d'anticorps est un fragment d'un anticorps polyreactif. 
30 11. Polypeptide selon la revendication 10 caracterise en ce que le 

fragment d'anticorps est un fragment d'un anticorps anti-ADN. 
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12. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il 
comprend une region de sequence choisie parmi les sequences SEQ ID n° 1, 
2, 3 et 8 ou tout homologue fonctionnel. 

13. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est en 
outre capable de faire penetrer une substance dans une cellule. 

14. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications precedentes pour la preparation d'une composition destinee 
au transfert de substances dans les cellules. 

15. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 
caracterise en ce qu'il est couple a une substance. 

16. Vecteur pour le transfert d'une substance dans une cellule 
caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 13 auquel est couplee ladite substance. 

17. Vecteur selon la revendication 16 caracterise en ce que le couplage 
est un couplage covalent. 

18. Vecteur selon la revendication 17 caracterise en ce que le couplage 
est realise par une liaison de type maleimide, succinimide, peptidique, 
disulfure, amine, acide, biotine-streptavidine ou p-benzoquinone. 

19. Vecteur selon la revendication 16 caracterise en ce que ladite 
substance est un acide nucleique. 

20. Vecteur selon la revendication 16 caracterise en ce que ladite 
substance est une proteine. 

21. Vecteur selon la revendication 16 caracterise en ce que ladite 
substance est un medicament. 

22. Vecteur selon la revendication 16 caracterise en ce que ladite 
substance est un antigene. 

23. Cellule eucaryote contenant un polypeptide selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 1 3. 

24. Cellule eucaryote contenant un vecteur selon la revendication 16. 

25. Procede pour transferer une substance dans une cellule in vitro 
comprenant : 
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- le couplage entre ladite substance et un polypeptide selon la 
revendication 1 et, 

- Tincubation de la cellule avec le produit dudit couplage. 

26. Composition pharmaceutique comprenant, en association avec un 
vehicule physiologiquement acceptable, un vecteur selon la revendication 16 
dans lequel la substance est un principe actif de medicament. 

27. Vaccin comprenant, en association avec un vehicule 
physiologiquement acceptable, un vecteur selon la revendication 16 dans 
lequel la substance est un antigene. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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CONSIDERATION POUR APPRECIER LA BREVETABILITE DE INVENTION 
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WO 97 02840 A (PASTEUR INSTITUT ; UNIV PARIS CURIE (FR) ; AVRAMEAS 
STRATIS (FR) ; BU) 
* le document en entier * 


1-27 


ZACK ET AL : "DNA MIMICS A SELF-PROTEIN THAT MAY BE A TARGET FOR 
SOME ANTI-DNA ANTIBODIES IN SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS" 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 
vol. 154, 1995, 

pages 1987-1994, XP002063314 
* le document en entier * 


1-27 


ZACK ET AL. : "MECHANISMS OF CELLULAR PENETRATION AND NUCLEAR 
LOCALIZATION OF AN ANTI-DOUBLE STRAND DNA AUTOANTIBODY' 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 
vol. 157, 1996, 

pages 2082-2088, XP002063315 
* le document en entier * 
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2.ELEMENTS DE L'ETAT DE LA TECHNIQUE ILLUSTRANT 
L'ARRIERE-PLAN TECHNOLOGIQUE GENERAL 


VLAHAKOS ET AL. : "MURINE MONOCLONAL ANTI-DNA ANTIBODIES PENETRATE CELLS, BIND TO 
NUCLEI AND INDUCE GLOMEULAR PROLIFERATION AND PROTEINURIA IN VIVO" 
JOURNAL OF THE AMERICAN SOCIETY OF NEPHROLOGY, 
vol. 2, 1992, 

pages 1 345-1 354, XP002063435 


WO 97 32602 A (UNIV CALIFORNIA ; WEISBART RICHARD (US)) 
Document ne faisant pas partie de I'Etat de la technique 
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